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RESUMEN

EI TGFpB es una citocina pleiotrépica implicada en el mantenimiento de la homeostasis
celular, controla procesos como la proliferacion, diferenciacion, migracién, adhesién celular
y apoptosis entre otros procesos.

Las proteinas Ski y SnoN son dos reguladores negativos de la sefal del TGFf que actuan
reprimiendo la actividad transcripcional de los efectores del TGFf: las proteinas R-Smads
(2 y 3). Las Smads 2/3 una vez que son activadas por su ligando, pueden regular
negativamente a sus correpresores Ski'y SnoN.

Los correpresores Ski y SnoN tienen una funcion importante en cancer. La modulacion de
sus niveles proteicos promueven que estas proteinas actien como oncoproteinas o
supresores de tumores. Por lo tanto, determinar compuestos y sus mecanismos de accién
que ayuden a modular sus niveles proteicos es relevante para su estudio.

La anisomicina es un antibiético que promueve la degradacion de Ski y SnoN de manera
alterna a TGFp en un mecanismo que requiere del receptor tipo | de TGFp (ALK5), pero no
asi de las proteinas R-Smads activadas.

Entre las moléculas que intervienen en la activacion de las R-Smads, se encuentra la
proteina de andamiaje filamina A. Debido a que la anisomicina utiliza componentes
iniciales de la via del TGFB, como ALKS5, intentamos determinar si flamina es parte del
mecanismo empleado por anisomicina para degradar a Ski y SnoN.

En este trabajo, el objetivo consiste en caracterizar el mecanismo de accién de la
anisomicina por el que disminuye los niveles proteicos de Ski y SnoN estudiando la
participacion de la proteina de andamiaje FLNa en este mecanismo. Para esto, se utilizd
un modelo de lineas celulares de melanoma (M2) las cudles carecen de filamina A (FLNa)
y sus derivadas A7, a las que se les restituyo la expresion de FLNa. y se determind que en
células que carecen de esta proteina no es posible regular la estabilidad de Ski o SnoN
por anisomicina o el propio TGFp, lo que sugiere que FLNa es un componente mas en el
mecanismo de degradacion de Ski y SnoN por anisomicina y TGFf.
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EL ANTIBI(')TICO,ANISOMICINA INDUCE LA DEGRADACION DE LAS
ONCOPROTEINAS SNON Y SKI EN CELULAS DE MELANOMA

INTRODUCCION

El TGFB

El factor de crecimiento transformante beta, mejor conocido como TGFf, es una citocina
multifuncional con un papel muy importante en la regulaciéon de la homeostasis celular;
controla la proliferacion, diferenciacion, migracién, adhesién y apoptosis dependiendo del
contexto celular (Sosa et al. 2004).

Esta citocina es el miembro prototipo de la superfamilia del TGFp, integrada por diferentes
factores como: activinas, nodales, miostatina, proteinas morfogenéticas del hueso (BMPs),
la hormona antimulleriana (AMH) asi como factores de crecimiento y diferenciacion como
los GDFs. Muchos de estos miembros participan durante el desarrollo embrionario y la
diferenciacion celular(Massagué, 1998).

En el ser humano, existen tres isoformas del TGFp: TGFp1, 2y 3, de éstas el TGF1 es la
isoforma mas ubicua (Massagué, 1998).

La via candnica del TGFp

El TGFp es secretado de forma inactiva como un homodimero asociado a la proteina de
latencia LAP y es activado mediante un procesamiento proteolitico en el motivo RXXR,
localizado en el extremo N-terminal por la endoproteasa furina; aun activo, el TGFp
permanece unido de forma no covalente en su porcion C-terminal a la proteina LAP
(Gentry et al. 1988; Dubois et al. 2001).

El TGFp activo se une a su receptor transmembranal tipo Il (TBRII). Este receptor tiene
actividad de cinasa, la cual es constitutivamente activa. Al unirse el ligando a TpRII, se
favorece el reclutamiento del receptor tipo | o ALK5 (Activin Receptor—-Like Kinase 5)
Figura 2. Otros correceptores que facilitan la interaccion entre las diferentes isoformas del
TGFp con los receptores de TGFf, son el betaglicano y la endoglina. Una vez formado el
complejo heterotetramérico de receptores y ligando, el receptor TPRII transfosforila al
receptor TPRI en una secuencia rica en serinas y treoninas TTSGSGSG, denominada
dominio GS. Esta fosforilacion activa a TPRI,el cual propaga la senal intracelular al
fosforilar a las proteinas R-Smads (Massagué, 1998).

13



Las proteinas Smads (denominadas asi por la combinacion de los nombres SMA: “small
body size” y MAD: “Mother Against Decapentaplegic”) son efectores de la via canodnica del
TGFp y se clasifican en tres tipos:

1) R-Smads o Smads activadas por el receptor; para el TGFf son las Smad2 y 3.

2) Co-Smad o Smad comun. Es una Smad presente en la sefalizacién de todos los
miembros de la superfamilia del TGFf y se denomina Smad4.

3) I-Smads o Smads Inhibitorias como Smad6 y Smad7. La Smad6 es un regulador
negativo especifico para BMPs, mientras que la Smad7 regula tanto la via de

TGFpcomo lade BMPs.

Las proteinas Smad presentan 3 dominios estructurales caracteristicos, a excepcion de las
[-Smads que solo presentan dos (Figura 1).

1) En la porcion N-terminal, el dominio MH1 de 130 aa de las R-smads y Smad4 se
caracteriza por permitir la interaccién de las Smads con el surco mayor del DNA, a
través de la estructura de orquilla-p o “B-hairpin”. Esto no sucede en Smad2 por
contener una insercidn en la secuencia de su exon 3 y por tanto, no interactua con el
DNA (Massagué, 1998).

2) El dominio MH2 de 200 aa, localizado en la porcion carboxilo, presenta el motivo
SSXS que es fosforilado por el receptor tipo | (como ALKS), asi como motivos para
favorecer las interacciones con factores transcripcionales y la heterodimerizacion entre
las R-y la Co-Smad(Massagué, 1998).

3) Entre los dominios MH1 y MH2 se localiza el dominio “linker”. Este exhibe menos
consenso en cuanto a tamano y similitud de secuencia entre las diferentes proteinas
Smads y presenta sitios de fosforilacion por las vias de MAPK; asi mismo, en este
dominio se localiza el motivo PY, el cual es necesario para interactuar con el motivo
WW de la ligasas de ubiquitina E3: Smurf 2 o NEDD4 2y regular con ello la estabilidad
de estas proteinas y a SnoN (Figura 1) (Massagué, 1998).

Una vez que el receptor TRRI (ALKS) fosforila a las R-Smads en el motivo SSXS, que se
localiza en su porcién carboxilo terminal, permite que las Smads2/3 se asocien con Smad4
y una vez formado el complejo de Smad4/R-Smads, este se transloca al nucleo en donde
regula a sus genes blancos al reconocer una secuencia consenso de 5 pares de bases
5°'AGAC- 3" denominada SBE (Smads Binding Element) en combinacion con otros
factores transcripcionales y coactivadores transcripcionales como p300 y CBP (Figura 2)
(Macias-Silva et al. 1996; Massagué, 1998).
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I-Smads
Smad 6y 7 | I e

Figura 1. Esquema de los dominios estructurales de las Smads. En la imagen superior, se muestra un
esquema general de los dominios de las Smads. Abajo, en detalle, se muestran algunas estructuras
adicionales caracteristicas de los diferentes tipos de Smads: R-Smads, Co-Smad e I- Smad. NLS (sefal
de localizacion nuclear), H2 (o hélice 2 de importe nuclear), NES (sefial de exporte nuclear), Ex3 (sitio de
insercion en el exén 3 en Smad2), B-hairpin (horquilla que permite la interaccién con el surco mayor del
DNA) L3 (loop3, sitio de interaccion con TBRI), motivo PY (rico en residuos de prolina, reconocido por las
Smurfs), SSXS motivo de fosforilacion en el carboxilo terminal por TBRI. Modificado de Sosa et al. 2004

B

8
TPRII i
B TBRII
TBRI
P
i Smad 2/3
Citoplasma Smad 2/3 P

v

Smad4 Smad2/3 P

Nucleo

TF

Smad4 Smad2/3 P ,_’

i B

Figura2 Via de sefalizacion canénica del TGFB. La sefial inicia con la unién del ligando al receptor TBRII quien
después, transfosforila a TBRI en su dominio GS para activarlo y permitir la propagacion intracelular de la sefal de
TGFBa través de la fosforilacion de las R-Smads (2 y 3). Estas proteinas activadas se asocian con Smad 4 y se
translocan al nucleo donde regulan a sus genes blanco interaccionando con otros factores transcripcionales, cofactores,
correpresores y remodeladores de cromatina.
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Regulacion de la via del TGF

La sefializacion del TGFf es finamente regulada a diferentes niveles por diversos factores
entre los que se encuentran: las |-Smads, ligasas de ubiquitina E3, y los correpresores
transcripcionales Ski y SnoN, entre otros. A continuacién, se describen algunos
mecanismos empleados por algunos reguladores de esta via de sefalizacion.

Regulacion de la via del TGFB por Smad7

A un nivel inicial en la cascada de senalizacion, la proteina Smad7 —que es una Smad
inhibitoria inducida por el propio TGFp—, compite con las R-Smads por la unién al dominio
de cinasa del receptor ALK5. Este receptor es incapaz de fosforilar a Smad7 porque esta
proteina, carece del motivo SSXS presente en las R-Smads y como consecuencia no se
transduce la sefal por el ligando (Ten Dijke et al. 2004).

Otros mecanismos llevados a cabo por Smad7 para regular negativamente la via de
TGFp, implican que Smad7 funcione como una adaptador dual tanto para ligasas de
ubiquitina E3, como las Smurfs1/2 (“Smad ubiquitination-related factor”) via interaccion con
su motivo PYy desubiquitinasas (DUBs) como Usp15(Kavsak et al. 2000; Ten Dijke et al.
2004; Xiaohua et al. 2011;Eichhornet al. 2012).

Cuando Smad7 se asocia con ALK5 y las Smurfs1/2, se promueve la degradacion del
receptor via el proteosoma, que involucra su endocitosis mediante vesiculas de caveolina
(Ten Dijke et al. 2004).

Por su parte, la regulacion negativa de Smad7 es llevada a cabo por otra ligasa de
ubiquitina E3 llamada Arkadia (Koinuma et al. 2003).

Regulacion de los efectores R-Smad y Smad4

Las R-Smad o Co-Smad pueden ser reguladas por proteinas independientes. En el caso
de Smad4, esta puede ser regulada por procesos de mono- y des-ubiquitinacion en la
lisina 519 por las proteinas Ectodermin/Tif1-y/Trim33 y FAM/Usp9xrespectivamente,
impidiendo su asociacion con las R-Smads a nivel nuclear, y promoviendo su degradacién
via el proteosoma (Dupont et al. 2012).

En tanto, las R-Smad son degradadas via el sistema ubiquitina-proteosoma (UPS) por su
interaccién con ligasas de ubiquitina tipo HECT (“Homologous to the E6-accessory protein
C-Terminus”) como las Smurf2 que mediante su dominio WW interactuan con el motivo PY
del dominio “linker” de las R-Smads (Xia et al. 2000). Por otra parte, la monoubiquitinacién
de las R-Smad en las lisinas K38 y K81 favorece la interaccion de estas con el DNA y su

16



desubiquitinacion por Usp15 disminuye su eficiencia para regular a sus genes blanco
(Dupont et al. 2012).

Regulacion de la via del TGFB por Skiy SnoN

A nivel citoplasmico, la via del TGFp también puede ser regulada por dos correpresores:
Ski y SnoN. Estos bloquean los efectos del TGFf por su unién a ALKS e impiden la
translocacion de los complejos R-Smads-Smad4 al nucleo (Ferrand et al. 2010). También,
al interactuar con estas proteinas a través de su N-Terminal y el dominio SAND
respectivamente de estos efectores, imposibilitan la formacion de los heterocomplejos de
Smads y nuevamente su translocacion nuclear, necesarios para llevar a cabo la
trancripcién de sus genes blanco (Krakowskiet al. 2005;Bonnon et al. 2012). A un nivel
transcripcional, Ski y SnoN pueden bloquear la asociacion de las Smads con
coactivadores transcripcionales como p300 y CBP, reclutando en su lugar a otros
correpresores como NCoR, mSin3A y HDACs para condensar la cromatina (Figura 3)
(Bonnon et al. 2012).
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Figura 3 Mecanismos de regulacion de la Via del TGFp por Ski y SnoN. (1) En citoplasma, Ski establece
complejos con las Smad 2/3 y 4, evitando su translocacion nuclear. Por su parte, a nivel nuclear, Ski y SnoN evitan
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MeCeP2, HDACs y mSin3A. Modificado de (Bonnon et al. 2012).



Los correpresores Skiy SnoN

La oncoproteina Ski esta codificada por el gen de Ski. Fue denominada asi por el “Sloan
Ketttering Institute”, lugar en donde se identifico inicialmente como un gen presente en un
grupo de retrovirus de células embrionarias de ave en el afio de 1986. El gen v-Ski,
presenta una secuencia similar en el genoma de pollo, y esta secuencia presenta
ortdlogos en otros metazoarios como Danio rerio, Xenopus laevis, Drosophila
melanogaster y Homo sapiens. Posterior a la identificacion de Ski, se encontr6 por
homologia de secuencia a Skil (“Ski-like”) que codifica para la proteina SnoN (Dominguez
et al. 2010).

Caracteristicas estructurales

Estructuralmente las proteinas Ski y SnoN contienen dominios especificos para mediar
sus interacciones proteina-proteina, entre estos se encuentran, en la porcidn N-terminal
dos dominios: el mas conservado y que define a la familia es el DHD (“Dachshund
homology Domain”), el cual permite mediar interacciones entre las proteinas que lo
presentan con el DNA; sin embargo, por detalles cristalograficos entre la conformacién 3D
del dominio y la superficie de union a DNA, han demostrado que Ski y SnoN son
incapaces de unirse directamente al DNA.

El segundo dominio en la porcidon N-terminal es el dominio SAND, el cual se caracteriza
por presentarse en proteinas nucleares involucradas en la regulacion transcripcional
dependiente de cromatina; aunque en Ski, este motivo permite su interaccion con Smad4 y
con las R-Smads (Figura 4) (Dominguez et al. 2010; Bonnon et al. 2012).

La porcion carboxilo es la menos conservada entre los miembros de la familia de Ski y
permite mediar la homo- y hetero-dimerizacién entre Ski y SnoN (Dominguez et al. 2010;
Bonnon et al. 2012).

NLS

Ski (Humano) 1 IBHDIN SAND-like ] 728 aa
R-Smad Smad4
v-Ski (Ave) | - | 438 aa
SnoN (Humano) I | - ] 684 aa
R-Smad D box Smad4
snon2 [ | I ] 638 aa
Dominio especifico de SnoN
S - B s
snol [ ] 399 aa

Figura 4 Dominios estructurales de la familia de Ski. Se resaltan los dominios estructurales caracteristicos. En el N-
terminal se muestra el DHS y SAND. También se muestran las isoformas de SnoN en humano como: SnoN2, SnoA y Snol
Tomado de Bonnon et al. 2012
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La estabilidad de las proteinas Ski y SnoN por modificaciones postraduccionales

Los niveles proteicos y la sublocalizacion celular de los correpresores Ski y SnoN son
relevantes para modular la cascada de senalizacion del TGFf en diferentes contextos
fisioldgicoscomo la regeneracion hepatica y el desarrollo embrionario y patélogicos como
el cancer.

En el cancer, ambas proteinas exhiben un papeldual como supresores de tumores u
oncoproteinas (Shinagawa et al. 2000; Zhu et al. 2007). En la regeneracion hepatica existe
un incremento en los niveles proteicos de Ski y SnoN, posiblemente para antagonizar los
efectos antiproliferativos del TGFf, lo que podria ser contrario a lo que ocurre en fibrosis
(Macias Silva et al. 2002; Cai et al. 2006). Durante el desarrollo embrionario, Ski es
importante para el desarrollo del sistema nervioso, la produccién de mielina y la
miogénesis, entre otros procesos (Atanasoski et al. 2004; Berk et al. 1997).

Existe evidencia de que para regular la estabilidad y funcién de Ski o SnoN estan
involucradas las modificaciones postraduccionales: marcas covalentes como la
fosforilacion, ubiquitinacién, sumoilacion o acetilacion, entre otras. Asi, la fosforilacion de
SnoN por la cinasa TAK1 vuelve mas suceptible a SnoN para ser ubiquitinada vy
degradada via el proteosoma (Kajino et al. 2007). Su sumoilacién por PIAS1 y PIASx
promueven la expresion de genes especificos de musculo (Wrighton et al. 2007). Por su
parte, Ski puede ser fosforilado por Akt en la treonina 458 y causar su desestabilizacién
(Arjaet al. 2009).En el siguiente apartado, se hara énfasis en el efecto que tiene la
ubiquitinacion sobre la estabilidad de Ski y SnoN.

Mecanismos de degradacion de Ski y SnoN por la via del TGFp

Se ha mencionado la ubiquitinacion como una modificacion para controlar la estabilidad de
las proteinas; sin embargo, esta modificacién puede presentarse de diversas maneras y
tener diferentes funciones. Asi, la adicion de un monémero de ubiquitina en una lisina
puede funcionar como un motivo para mediar interacciones proteina-proteina yla adicién
de varios mondmeros de ubiquitina, en diferentes residuos de lisinas denominado
oligoubiquitinacion, puede mediar la localizacidn de una proteina; mientras que la adicion
de varias unidades de ubiquitina, en un unico residuo de lisina (poliubiquitinacién), es una
marca que caracteriza a las proteinas para que sean degradadas via el sistema ubiquitina
proteosoma (UPS),(Dupont et al. 2012).

La via de proteosoma es una via proteolitica dependiente de ATP, llevada a cabo tanto en
el nucleo como en el citoplasma de las células eucariontes (Coux et al. 1996). Este

proceso implica la accion de 3 enzimas: una enzima que activa la ubiquitina (E1), una
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enzima de conjugacién que media la transferencia de la ubiquitina a la proteina blanco
(E2) y por ultimo una enzima que realiza la transferencia completa de la ubiquitina a la
proteina blanco, la ligasa de ubiquitina (E3) (Dupont et al. 2012).

Las proteinas Ski y SnoN pueden ser reguladas negativamente por los efectores del
TGFp, las Smad2/3 que al ser activadas por fosforilacion, actian como adaptadores para
diferentes ligasas de ubiquitina E3 como Smurf2, el complejo promotor de la Anafase
(APC) y Arkadia, quevia el proteosoma llevan a la degradacion a los corrrepresores Ski y
SnoN (Peters, 1999; Bonni et al. 2001; Nagano et al. 2007).

Es preciso mencionar que a diferencia de Ski, SnoN es regulado tanto a nivel de proteina
como de gen por TGFf. A nivel transcripcional, TGFf induce la expresion del gen de SnoN
(SKIL) razén por la cual en un curso temporal con TGFp al evaluar los niveles de proteina
se observa como a tiempos cortos hay una disminucion en los nivles de SnoN por efecto
de su degradacién por TGFp, en tanto que a tiempo de 2 hrs hay un aumento en los
niveles de SnoN como consecuencia de la induccién de su gen por TGFp.

Mecanismos moleculares utilizados por las diferentes ligasas de ubiquitina E3 que
unen a las proteinas Smad para degradar a Ski o SnoN

He mencionado que existen diferentes mecanismos moleculares empleados por las R-
Smads para regular negativamente a sus correpresores Ski y SnoN, utilizando ligasas de
ubiquitina E3 como: Smurf2, APC y Arkadia por mencionar algunas y de las cuales
detallaré su mecanismo de accién mostrando en la Figura 5 un resumen de las mismas.

-Smurfs

Las Smurfs (“Smad Ubiquitin Related Factor”) son ligasas de ubiquitina E3 de la familia
HECT y pertenecen a la subfamilia C2-WW. Esta subfamilia se caracteriza por presentar
un dominio de uniéon a fosfolipidos de manera dependiente de calcio localizado en el
extremo amino de la proteina (Bonni et al; 2001).

Las proteinas Smurf pueden mediar la degradacion de SnoN dependiendo del estimulo
con TGFp utilizando a las R-Smads como adaptadores. La proteina Smurf2 interacciona a
través de su dominio WWcon el motivo PY en la region linker de Smad2 y esta puede
interaccionar simultaneamente con SnoN. La unién de Smad2 con Smurf2 favorece la
interaccion del dominio HECT de Smurf2 (el cual posee la actividad catalitica para
transferir la ubiquitina) al dominio carboxilo de SnoN, promoviendose con ello su marcaje
con ubiquitina y degradado via proteosoma (Bonni et al. 2001) Figura 5a.
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-Complejo promotor de la Anafase (APC) y Cdc34

Los niveles proteicos de Ski y SnoN son regulados durante la progresion del ciclo celular a
través de la via ubiquitina-proteosoma e involucra a las proteinas cdc34 en el caso de Ski
y el complejo promotor de la anafase (APC) para SnoN.

La APC es un complejo conformado por 11 subunidades, de las cuales APC 11 es quien
tiene la capacidad de ligasa de ubiquitina con una estructura de tipo “RING-finger”. Para
llevar a cabo su actividad de ligasa, esta proteina se asocia con las proteinas CDC20 y
CDH1 que le confieren especificidad para actuar sobre los motivos de destruccion (D-box)
de sus proteinas blanco durante la mitosis o la fase G1, respectivamente (Peters, 1999).

La proteina SnoN contiene un motivo D-box que media su interaccion con CDH1-APC y
sus aminoacidos 230 y 280 promueven su poliubiquitinacion en las lisinas 440, 446 y 449.
Como resultado de su interaccion con APC, SnoN es degradado durante la mitosis
(Stroschein et al. 2001) Figura 5b.

Por su parte, proteina Cdc34 es enzima que conjuga la ubiquitina E2, que poliubiquitina a
Ski de manera independiente a su motivo D-box y promueve su degradacion durante la
interfase pero no asi en mitosis donde los niveles de esta proteina se estabilizan, contrario
a lo ocurrido con SnoN que es estabilizado en interfase y degradado durante la mitosis
(Macdonald et al. 2004)Figura 5c.

-Arkadia

La proteina Arkadia, también conocida como “RING-finger 111", es una ligasa de
ubiquitina E3 que se identifico inicialmente como potenciadora de la sefalizacion nodal en
Xenopus. Al igual que las Smurf1 y 2, regula a varios componentes de la via del TGFp,
como a las proteinas Smad2, 3 y 7, asi como a los correpresores Ski y SnoN. El dominio
RING de arkadia en su C-terminal interacciona con el dominio SAND de Ski y SnoN, entre
los aminoacidos 263-355,llevando a la poliubiquitinacion y posterior degradacionde estos
correpresores via el proteosoma (Nagano et al. 2007) Figura 5d.
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Figura 5 Esquema que representa las asociaciones entre ligasas de ubiquitina E3 y E2 con Ski y SnoN. (a) Smad2
favorece la interaccion entre Smurf 2 y SnoN al interactuar el motivo PY de estas con el WW de Smurf2. (b) Smad2/3 y
CDH1 median la interacciéon entre SnoN y APC a través del motivo D-box de SnoN. (c) Interaccién de cdc34 con Ski
durante la interface. (d) Arkadia interacciona con Ski o SnoN de forma libre o en asociacion con las Smads2/3.

El papel del TGFB en cancer

El cancer es un término genérico para designar a un grupo de enfermedades que se
caracterizan por presentar una alta tasa de proliferacién celular anormal que puede
extenderse hasta invadir tejidos adyacentes o distales, en un proceso conocido como
metastasis. De acuerdo a la Organizacién Mundial de la Salud el cancer es una de las
principales causas de muerte en el mundo; tan solo en el 2008, el cancer causo la muerte
del 13% de la poblacién mundial.

Como se ha mencionado, la via de sefnalizacion del TGFp puede inducir arresto en el ciclo
celular o causar apoptosis en ciertos contextos celulares; sin embargo, en el desarrollo del
cancer, el TGFp puede ser promotor del desarrollo de tumores, favoreciendo procesos
como la invasion celular, la diseminacion, la evasiéon del sistema inmune por parte de las
células cancerosas, la angiogénesis y la transicion epitelio-mesénquima (EMT), muy
importante durante la metastasis, por mencionar algunas de sus acciones (Massagué
2008; Meulmeester et al. 2010).

El papel dual del TGFp en cancer, se ha asociado con alteraciones en sus componenetes
de sefializacionque abarcan desde los receptores hasta las Smads.
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En el caso de los receptores, a TRRII se le asocian alteracionesque van desde mutaciones
sin sentido en canceres con inestabilidad de microsatélites —que son secuencias cortas de
elementos repetidos que varian en las células tumorales—que afectan su dominio de
cinasa de serina y treonina como en el cancer de colon, hasta la pérdida de su expresion
por mutaciones en la regién promotora del gen que lo codifica (Levy et al. 2006).

En cuanto al receptor tipo | ALK5, este presenta mutaciones en su secuencia en
carcinoma de mama; pero la principal alteracion asociada a esta proteina se relaciona con
la pérdida de expresion de su RNA mensajero por la hipermetilacion del DNA en las islas
CpG en el promotor del gen que lo codifica, observado principalmente en carcinomas
gastricos (Levy et al. 2006).

Por otro lado, en cancer pancreatico se han encontrado deleciones del gen que codifica
para Smad4 en un 30% y entre el 8-17% se han identificado en cancer de mama, ovario,
pulmédn, vejiga y conducto biliar, entre otros. A pesar de la asociacion de la pérdida de
expresion de Smad4 en algunos tipos de cancer, existen modelos murinos a los que se les
depleta Smad4 y que no desarrollan tumores de novo, recalcando el hecho de que la
mutacidén per se no es el unico desencadenante para promover el desarrollo del cancer,
sino que el microambiente también debe ser considerado (Meulmeester et al. 2010).

El gen de Smad2, a pesar de encontrarse cerca del locus del gen de Smad4, no presenta
mutaciones con alta frecuencia y las que existen reportadas, son mutaciones sin sentido
que afectan su dominio MH1 o MH2. En contraste, no se han asociado mutaciones para
Smad3, pero si una pérdida de su expresion en cancer gastrico (Levy et al. 2006;
Meulmeester et al. 2010).

El TGFp es un importante modulador del microambiente tumoral y para explicar un poco
mas sobre como el TGFf ejerce sus acciones en el desarrollo tumoral se describen a
continuacion los mecanismos implicados en la transicidn epitelio mesénquima, la invasion,
la metastais y la evasion inmune.

El proceso de Transicion Epitelio-Mesénquima

La transicién epitelio-mesénquima (TEM) es un proceso de transdiferenciacion de una
célula epitelial a una mesenquimatosa, confirie a la célula la capacidad para migrar e
invadir su tejido circundante. Este proceso se caracteriza por la pérdida de las uniones
celula-célula y célula-matriz, asi como la pérdida de polaridad celular y la degradacion de
la matriz extracelular, lo cual se correlaciona con la disminucion o ausencia de marcadores
epiteliales como la E-caderina y con un aumento en la expresién de marcadores
mesenquimatosos como la a-actina de musculo liso y la vimentina (Meulmeester et al.
2010). ElI TGFp es capaz de inducir este proceso via las proteinas Smad3 y Smad4, no asi
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con Smad2. También, la porcion intracelular del receptor TPRI al ser cortada por la
metaloproteasa TACE, permite que se transloque al nucleo induciendo la expresién de
metaloproteasas y del factor transcripcional Snail ,implicado en el silenciamiento de E-
caderina, la sobrevivencia celular y la adquisicién de un fenotipo mesenquimatoso en las
células epiteliales (Barrallo et al. 2005; Heldin et al. 2012).

Los procesos de Invasion y Metastasis

El TGFB es un citocina conocida por inhibir la proliferaciéon en células epiteliales,
neuronales y hematopoyéticas, induciendo la expresién de inhibidores de cinasas
dependientes de ciclinas (CDKs) como p15 y p21 a través de sus efectores las Smads3 y
4 y los factores transcripcionales FoxO y Sp1, asi como a través de la represion de c-Myc
arrestando a las células en fase G1 (Meulmeester et al. 2010).

En cancer, la comunicacién cruzada entre la via del TGFpBy las diferentes vias de
sefalizacion de una célula —particularmente las de MAPK como p38, Erk1/2 y JNK, asi
como de proteinas G pequefias como Ras y Rho— se ha considerado que permite la
expresion de moléculas implicadas en la motilidad de células cancerosas, y el
silenciamiento de inhibidores de CDKs (Meulmeester et al. 2010).

Una vez que las células cancerosas invaden su tejido circundante, pueden continuar con
el proceso de metastasis, el cual involucra una serie de pasos que van desde la
intravasacion, la diseminacion en torrente sanguineoy la extravasacion, para asentarse en
un nuevo sitio y proliferar hasta formar un nuevo tumor. Se ha observado, mediante
inmunohistoquimica, una mayor presencia de TGFf en células metastasicas con relacién
a células de tumores primarios. En cancer de mama y de préstata, en los que puede haber
metastasis hacia hueso, se ha determinado que el TGFp es capaz de mediar la activacion
de osteoclastos y la produccion de enzimas osteoliticasque ayudan a la reabsorcion ésea;
en tanto que para mediar la metastasis hacia pulmon, el TGFp induce la expresién del gen
que codifica para la proteina relacionada a la Angiopoietina 4 (ANGPTL4), la cual ayuda a
las células tumorales a penetrar a las paredes endoteliales de los capilares y asi mediar la
metastasis (Meulmeester et al. 2010).

Angiogénesis

Para que las células puedan sobrevivir, éstas requieren de entre multiples factores, un
aporte de oxigeno. Para el desarrollo de tumores, es necesario el establecimiento de
nuevos vasos sanguineos para su crecimiento y el TGFp que es sustancialmente
secretado por las células tumorales es capaz de inducir la expresion del factor de
crecimiento de endotelio vascular (VEGF) y genera una sefial para el desarrollo de nuevos
vasos sanguineos para nutrir al tumor (Benckert et al. 2003).
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Inmunosupresién

Se ha reportado que el TGFf actua como un inhibidor de la proliferacion y la diferenciaciéon
de linfocitos B y T, al igual que reprime la actividad de las células NK (“Natural Killer”), lo
que podria tener como resultado la formacion de un escudo de inmunosupresion en los
tumores, al haber una gran secrecion de esta citocina por parte de las células tumorales,
lo que permitiria a las células cancerosas evadir su reconocimiento y aumentar su
sobrevivencia (Meulmeester et al. 2010; Pardali et al. 2012).

Melanoma

El melanoma cutaneo es un cancer derivado de los melanocitos que puede desarrollarse
también en la piel, los ojos, el cerebro o en las mucosas. Este tipo de cancer representa
solo el 4% de todos los canceres cutaneos, pero es la fuente del 80% de los
padecimientos de cancer de piel (Javelaud et al. 2008). En México ocurren alrededor de
1000 casos anuales, de acuerdo a datos de la Sociedad Mexicana de Oncologia.

La displasia consiste de dos fases: la fase de crecimiento radial que solo se desarrolla en
la epidermisy la fase de crecimiento vertical que involucra la invasion hacia la dermis y el
tejido subcutaneo (Hendrix et al. 2008).

Morfologicamente, su diagndstico se realiza considerando que la lesidon pigmentada
presente las siguientes caracteristicas: sea asimetrica con bordes irregulares, de color no
homogéneo y mayor a 6 mm (Champion et al. 1994). Para fines clinicos, la progresion de
esta enfermedad se clasifica de acuerdo al indice de Clark, el cual considera IV etapas
que evaluan: el tamafo del tumor, la invasion, diseminacion hacia nédulos y la metastasis.
La progresion de las etapas indica disminucién en la esperanza de vida de la persona
(Clark et al. 1969).

La Etapa | se caracteriza porque la lesién se localiza sdélo en la epidermis y conforme las
células proliferan, estas comienzan a invadir la dermis (la cual se clasifica en papilar o
reticular). La Etapa Il se desarrolla sélo en la etapa papilar y en la Etapa lll, la enfermedad
invade hasta la dermis reticular. La ultima etapa, IV, es cuando la invasién alcanza el tejido
subcutaneo (Clark et al. 1969).

En cuanto a los mecanismos moleculares en las células de melanoma (particularmente las
de estadios mas avanzados) estas células se caracterizan por tener una plasticidad
funcional, que facilita su resistencia al sistema inmunologico, sobrevivencia y evasion
inmune. Esta condicion se ha asociado a un fenotipo similar al de una célula troncal,
debido a que manifiestan una reduccion en la expresion de marcadores especificos de
melanocitos como Melan A y Tirosinasa, pero aumentan la expresién simultanea de genes
pertenecientes a diferentes tipos celulares como VE-Caderina, queratinas, receptores para
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Notch, Wnt5a entre otros; asi mismo, en estas células se promueve la expresion de
proteinas caracteristicas del desarrollo como la Nodal, que esta implicada en el
mantenimiento de la pluripotencia, al inhibir la diferenciacion de células troncales
embrionarias (Topczewskaet al. 2006; Postovit et al. 2008). Particularmente la expresién
de Nodal se correlaciona con la progresion del melanoma, asi como la expresion de
Notch4 quién regula la sefial de Nodal (Postovit et al. 2007).

Parte de esa desregulacidon transcripcional considera tanto alteraciones genéticas como
epigenéticas. La epigenética se define como aquellos elementos hereditarios no
dependientes de la secuencia de DNA y las alteraciones encontradas son aquellas
relacionadas a las subunidades BAFs de los complejos remodeladores de la cromatina
SWI/SNF dependientes de ATP (Vinod et al. 2010); cambios en la homeostasis de la
metilacion del DNA, en donde se exhibe una hipometilacion general e hipermetilacion de
genes especificos (Sigaloti et al. 2010). Por todo el contexto mencionado, las células de
cancer de melanoma se adecuan al modelo del progenitor epigenético para explicar el
cancer (Feinberg 2006).

Contrario a lo citado en otros tipos de cancer, en las revisiones de Melanoma no se han
reportado hasta el momento alteraciones en los componentes de sefializacién del TGFp
(Jevelaud et al. 2008; Busse et al. 2011). Lo que si se ha asociado a esta enfermedad en
relacion al TGFp, es la expresion diferencial de sus isoformas; ya que el TGFp2 y el
betaglicano, un correceptor que facilita la interaccidén de esta isoforma con los receptores
TRRII y TPRI, aumentan sus niveles conforme a la progresion del tumor (Albino etal.
19991; Busse et al. 2011).

El papel de Ski y SnoN en melanoma

En cancer, Ski y SnoN presentan un papel dual como supresores de tumores y como
oncoproteinas. Las proteinas Ski y SnoN se han encontrado sobreexpresadas en cancer
de mama, colorectal, colon, pulmén, melanoma y osteosarcoma (Levy et al. 2006; Zhu et
al. 2007). En estos casos, es posible que ambas proteinas se opongan a los efectos
antiproliferativos del TGFp y favorezcan la proliferacion de las células cancerosas
(Deheuninck et al. 2009; Bonnon et al. 2012).

Por otra parte, hay evidencia de que la delecion de una copia del gen SnoN en ratones
provoca un incremento en la suceptibilidad de estos para inducir la formacion de tumores
por exposicion a carcindbgenos (Shinagawa et al. 2000); mientras que la reduccion de la
expresion de SnoN con un shRNA, si bien inhibe la proliferacion de las células cancerosas
in vivo e in vitro, también promueve la transicion epitelio-mesénquima y la metastasis,
evidenciando su papel como supresores de tumores (Zhu et al. 2007).
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Hasta el momento, existen dos posturas sobre el papel que juegan Ski y SnoN en la
progresion del melanoma y sus funciones antagonicas con la citocina TGF@: El grupo de la
Doctora Estela Medrano sustenta que Ski es clave para mediar la represion de los efectos
inhibitorios del TGFB en melanoma y sus niveles de expresion se correlacionan con la
progresion de la enfermedad (Reed et al. 1994; Reed et al. 2001). En tanto, el grupo de los
Doctores Alan Mauviel y Kunxin Luo concuerdan que si bien existe una sobreexpresion de
Ski y SnoN en melanoma, estas proteinas no estan implicadas en la capacidad invasiva de
estas células y ademas, de acuerdo a sus datos, no hay una correlacion entre los altos
niveles de Ski con la invasién y metastasis. Asi mismo, ellos sefialan que la sefial del
TGFp no esta totalmente inhibida por estas proteinas, debido a que en ensayos con genes
reporteros hay respuesta transcripcional en respuesta a esta citocina, lo cual indicaria que
las R-smads pueden regular a sus genes blanco independientemente de sus
correpresores (Jevelaud et al. 2011).

De acuerdo a lo anterior, el papel que juegan los efectores de TGFp y las proteinas Ski y
SnoN en el desarrollo del melanoma es mucho mas complejo de lo que se podria suponer.
Actualmente se han reportado otras moléculas como la filamina, que son capaces de
mediar la activacion de las Smads en melanoma y es posible que esta proteina de union a
actina, pueda ser relevante en el proceso de degradacién de Ski'y SnoN por TGFf o bien
ser requerida en el mecanismo de accién de la Anisomicina en una via independiente de la
activacién de las R-Smads.

La Filamina: Caracteristicas, funciones y relevancia en la via del TGFp

La Filamina, denominada asi por su patrén filamentoso, fue la primera proteina de una
familia de proteinas no musculares de unién a actina, identificada en los macréfagos
alveolares de conejo (Hartwig et al. 1975; Wang et al. 1975).

En mamiferos, la filamina presenta 3 isoformas codificadas por 3 genes distintos
localizados en los cromosomas X, 3 y 7 y se denominan FLNA, FLNB y FLNC
respectivamente; la ultima se restringe al musculo esquelético y cardiaco. A nivel de
secuencia de aminodacidos (aa), las 3 formas muestran una homologia del 60-80% (Feng
et al. 2004).

La filamina es una proteina de andamiaje que interactua con 90 proteinas diferentes entre
las que se incluyen: actina, receptores, canales, factores transcripcionales, moléculas de
sefalizacion intracelular como las Smads, integrinas, entre otras (Sasaki et al. 2001;
Nakamura et al. 2011). La mayoria de estas interacciones se dan con las repeticiones 16-
24 localizadas en el extremo C-terminal de la filamina (Zhou et al. 2009).
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Para regular estas multiples interacciones, es posible que diferentes factores entren en
juego, como la fuerza mecanica, la protedlisis, modificaciones postraduccionales como la
fosforilacion, ubiquitinacion o bien la competencia entre las diferentes moléculas
(Nakamura et al. 2011).

Estructura de la filamina

La cadena polipeptidica de Filamina es un peso aproximado de 280 kDa, razén por la que
se le denomina ABP-280 (Actin Binding Protein 280). Estructuralmente, la filamina se
compone de dos homo- o hetero-dimeros; cada uno consiste de una porcién N-terminal
que contiene 2 dominios en tdndem de calponina (CDH1, CDH2) para mediar su unién con
B-espectrina, a-actinina y distrofina, asi como de dominios de unién a actina (Nakamura et
al. 2011).

En su esqueleto, la filamina contiene 24 repeticiones de laminas f anti-paralelas con una
estructura similar al de las inmunoglobulinas, interrumpidas por dos asas (loops) flexibles,
sensibles a protedlisis por calpainas de 30 aa con funcion de bizagra que separan las
repeticiones 1-15 y 16-23. Por su parte, en el extremo C-terminal, se localiza el dominio de
dimerizacion en la repeticion 24 de cada mondémero de filamina, lo que permite la
formacion de una estructura en forma de V, importante para organizar los filamentos de
actina en redes ortogonales (Figura 6) (Weihing 1988; Feng et al. 2004; Nakamura et al.
2011).

Hinge 1

Figura 6 Estructura de la Filamina. Se
muestran dos dimeros de Filamina unidos
por la repeticion 24 en el dominio C-terminal.
Las 24 repeticiones que componen cada
dimero se descontinuan por los sitios Hinge
0 bizagra donde la Filamina puede sufrir
protedlisis, y en el N-terminal se localizan los
dominios de unién a actina asi como los dos
dominios de homologia de calponina.
Modificado de Zhouet al. 2009 y Nakamura
etal. 2011
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Funciones de la filamina

Inicialmente al determinarse que la filamina era una proteina de unién a actina, se vio que
esta proteina, era capaz de establecer redes ortogonales con las fibras de actina, y con el
paso de los afos debido a las multiples moléculas con las que interacciona, se considera a
la filamina como un integrador de sefales, de las cuales las principales con las que se ha
asociado son aquellas relacionadas a la adhesion celular, la sefalizacion por integrinas, y
la coordinacién de la activacién de GTPasas, que en conjunto se encuentran involucradas
en la migracién celular. En la Figura 7 se resumen algunas de las interacciones
moleculares de la filamina.

Como se ha mencionado previamente, la filamina es capaz de interaccionar con factores
transcripcionales, y en el ano 2001, el grupo de Watanabe mostré que la Filamina A
estaba implicada en la activacién de los efectores transcripcionales del TGFp, las R-
Smads. Este grupo determind que la filamina interacciona a través de sus repeticiones 20-
23 con el dominio MH1 y linker de las R-smads y una porcién trunca de la filamina con
estas repeticiones es suficiente para permitir la fosforilacion de las R-Smads. Sin embargo,
aun no esta establecido si la flamina también interviene en el mecanismo de degradacién
de los corrrecepores Ski'y SnoN por ligasas de ubiquitina E3 conocidas para el TGFp y por
consiguiente, tampoco se sabe si podria ser requerida por el antibiético anisomicina para
mediar la degradacioén de las proteinas Ski y SnoN (Sasaki et al. 2001).

I Proteinas de adhesion celular y migracién | Blntegrins |

BN Factores transcripcionales [Migfilin] Caveolin, TF
I Proteinas relacionadas a GTP asas ECSM CEACAM1
SMADs PEBP2
[___SphK1 |

Rac, Rho, Cdc42

Trio, FilGAP

)
CH1 CH2

Fig 7 Esquema que muestra algunas de las moléculas con la que interactia la Filamina. En 4 categorias se
resumen dichas moléculas y estos son: 1) proteinas de adhesién celular y migracién, 2) Factores transcripcionales como
las Smads, 3)Proteinas relacionadas a GTPasas y 4)los dominios de unién a actina. En la ejemplificacion solo se
considera un monomero de la proteina por simplicidad. Modificado de Zhu et al. 2009
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ANTECEDENTES

Inhibidores de la sintesis de proteinas que activan MAPK pueden regular
negativamente los niveles de SnoN via proteosoma

Debido a que la fosforilacion por MAPK de un correpresor de la via del TGFB denominado
TGIF regula positivamente la estabilidad de esa proteina (Kajino et al. 2007), se decidio
probar en nuestro laboratorio un antibiético, capaz de inhibir la sintesis de proteinas vy
ademas funcionar como un potente activador de vias de estrés como p38, JNK y MAPKSs,
llamado anisomicina (Ans). El objetivo consistié en investigar si la activacion de vias de
estrés podrian regular los niveles de expresion de los correpresores de la via del TGFp,
Ski y SnoN; para sorpresa de nuestro grupo, se encontré que este compuesto, asi como
otros antibidticos involucrados en el estrés ribotdéxico como la puromicina (Puro) y la
cicloheximida (CHX), logran reducir los niveles de estas proteinas (en el Anexo se
resumen algunas caracteristicas de estos antibiéticos).

Por el contrario, también se observé que otros compuestos inductores de diferentes tipos
de estrés, como la hiperosmolaridad inducida con soluciones concentradas de NaCl al
0.5M, o el uso del acido okadaico, un inhibidor de fosfatasas que aumenta la fosforilacion
de diversas proteinas, no tenian efecto sobre la estabilidad de las proteinas Ski y SnoN
(Vazquez-Macias, et al. 2005).

Por otro lado, también se demostré que el efecto de la anisomicina, sobre los niveles de
las proteinas Ski y SnoN, era dependiente del proteosoma, ya que al utilizar un inhibidor
del mismo llamado MG132, este fue capaz de bloquear el efecto de la anisomicina sobre
los niveles proteicos de SnoN (Vazquez-Macias, et al. 2005).

El efecto de la anisomicina sobre Ski y SnoN es independiente de MAPK y de sus
efectos ribotoxicos

Para probar que el efecto inducido por la anisomicina y los otros antibidticos era
dependiente o no de MAPK, se utilizaron diferentes inhibidores para cada una de las vias
de p38, JNK y ERK (SB202190, SP60125 y U0126, respectivamente), determinando que
la activacion de vias de estrés no era necesaria para inducir los efectos de anisomicina
(Vazquez-Macias, et al. 2005).

Asi mismo, para determinar que el efecto ribotéxico que tenian los antibiéticos anisomicina
y puromicina no era la causa por la cual se observaba una disminucién en los niveles
proteicos de Ski y SnoN, nuestro grupo desarroll6 una estrategia mediante la cual se
genero una linea celular resistente a las acciones ribotoxicas de la puromicina, utilizando
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un vector que conferia resistencia a la puromicina por contener el gen PAC, que codifica
para una puromicina-N acetiltransferasa, la cual vuelve inactiva a la puromicina al
acetilarla.

De forma sorprendente, el antibiético de puromicina-acetilada es aun capaz de promover
la degradacion de Ski y SnoN, lo que demuestra que su accion es independientes del
dafo ribosomal.

La degradacion de SnoN es dependiente del contexto celular

El efecto observado con el uso de los antibidticos anisomicina, cicloheximida y puromicina
no es general, debido a que solo fue detectado en algunos tipos celulares como son las
células HelLa (carcinoma de cérvix humano), AD293 (células embrionarias de epitelio de
rinon derivadas de la linea celular HEK293), y A549 (carcinoma de pulmén humano); no
asi en las células L17 y Mv1Lu (células de epitelio pulmonar de vison), ni en las HepG2
(hepatocarcinoma humano).

El receptor ALKS5, pero no la activacion de las R-Smads, es importante para mediar
la degradacién de Ski y SnoN por anisomicina

Para probar que el efecto de la Ans, CHX y Puro es independiente al mecanismo utilizado
por el TGFpB para mediar la degradacién de sus correpresores via las R-Smads, se
utilizaron diferentes inhibidores de la sefial del TGFf que afectan la actividad de cinasa del
receptor ALKS5, con lo cual se impide que este lleve a cabo la fosforilacion en el C-terminal
de las R-Smads y la propagacion de la sefial intracelular de la via del TGF§.

Los resultados previamente obtenidos por nuestro grupo, mostraron que ALKS es un
elemento compartido tanto por TGFf como por anisomicina, y que es necesaria su
actividad de cinasa para mediar la degradacion de Ski y SnoN via proteosoma por
anisomicina pero no asi la activacion de las R-Smads (Vazquez-Macias, et al. 2005;
Hernandez-Damian J. et al. datos no publicados).

En la Figura 8 se muestra un modelo que explica como podria llevarse a cabo la

degradacion de Ski y SnoN inducida por anisomicina y por otros compuestos como la
puromicina y cicloheximida.
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JUSTIFICACION

Las proteinas Ski y SnoN juegan un papel relevante en diferentes procesos
fisiopatoldgicos; particularmente en el cancer, pueden actuar como supresores de tumores
u oncoproteinas segun sus niveles proteicos. Asi, la regulacion de su proteina es
importante para su funcion.

A la fecha, el TGFp es el principal regulador negativo de estas proteinas y alterno a esta
citocina, el antibiético anisomicina también es capaz de degradar a Ski y SnoN; sin
embargo, se desconoce el mecanismo por la cual la anisomicina envia a degradacién a
estas proteinas, por lo tanto es importante caracterizar la via de accion de la anisomicina
para regular los niveles proteicos de Skiy SnoN.

HIPOTESIS
Si el antibiético anisomicina emplea componentes inciales de la cascada de senalizacion

del TGFp; entonces, la filamina es necesaria en el mecanismo de degradaciéon de Ski y
SnoN por anisomicina.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar si la proteina FLNa esta involucrada en la degradacion de Ski y SnoN por
anisomicina en células de melanoma.

Objetivos particulares

1. Investigar si la anisomicina induce la degradacién de las proteinas Ski y SnoN en
células de melanoma M2 (carentes de FLNa) y en A7 (células M2 que expresan
establemente FLNa).

2. Estudiar si en células de melanoma A7 es importante la actividad catalitica del
receptor ALKS para mediar los efectos de la anisomicina en la degradaciéon de
SnoN y Ski.

3. Estudiar si el extremo carboxilo terminal de la FLNa participa en el mecanismo por
el cual la anisomicina causa la degradacién de las proteinas SnoN y Skien células
de melanoma M2.

MATERIALES Y METODOS

Cultivo celular y reactivos

Para este trabajo, se utilizaron 2 lineas celulares humanas de Melanoma: las células M2
(carentes de Filamina a) y las células A7 (derivadas de células M2 a las que se les
restituyo la expresion de Filamina A, mediante el vector LK444 (Figura 9). Ambas lineas
celulares fueron mantenidas en incubacién con 5% de CO, a 37°C en medio MEM
(Minimum Essential Medium), complementado con 2% de FCS (“Fetal Calf Serum”) y 8 %
de FBS (Suero Fetal Bovino), mas los antibiéticos penicilina y estreptomicina.

Figura 9 Contraste de fases de las células de melanoma M2 y A7
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Estimulacion

Para los tratamientos, las células se cultivaron en cajas Petri de 100 mm de diametro; para
el ayuno, las células se lavaron con 3 ml de medio de ayuno MEM (sin suero con
antibiéticos) para retirar el exceso de medio con suero y se ayunaron durante 2 hrs con 3
ml del mismo medio. Los ligandos, antibioticos y concentraciones utilizadas fueron: TGFf
(0.3 nM) de Pepro Tech, anisomicina (10uM), puromicina (10uM), cicloheximida (20
mg/ml), asi como el inhibidor de la actividad de cinasa de ALKS5, el SB431542 (10uM) de
Sigma.

Construcciones

El vector pcDNA3/HA-ABPC fue un obsequio del Dr. Ken Watanabe del Departamento de
Investigacion Geriatrica, en el Instituto Nacional de Ciencias de la Longevidad, Obu Aichi
Japon.

El vector utilizado, contiene una porcién trunca del carboxilo terminal de FLNa que abarca
las repeticiones 20-24 (Sasaki et al. 2001). La construccién fue amplificada, purificada y
validada mediante ensayos con enzimas de restriccion. Para lo anterior, se emplearon
bacterias E-coli de la cepa DH5a transformadas mediante choque de calor a 42°C y
sembradas en placas de agar con medio LB y ampicilina (50 ug/ml). Las bacterias
transformadas se incubaron toda la noche a 37°C a 250 rpm. Después, para su
amplificacion, se inocul6 una colonia en medio LB liquido (300 ml) con ampicilina. El
plasmido se purific6 mediante el Kit de Quiagen (Maxi prep) de acuerdo a las instrucciones
del fabricante y el DNA purificado se solubilizd en agua y almacen¢ a -20°C.

Transfecciones y generacion de lineas celulares M2 estables

Se utilizaron células M2 confluentes, entre el 80-90%, resembradas un dia antes en cajas
de 100 mm de diametro. El dia de la transfeccién se recambi6 el medio de las células por
4 ml de medio fresco MEM complementado con suero y antibidticos. La transfeccion se
llevé a cabo empleando Lipofectamina, para lo cual se realizé una mezcla con 15 ul de
lipofectamina 2000 de Invitrogen mas 500ul de OPTIMEM. Se dej6 asi durante 30 min a
temperatura ambiente para después adicionarle una mezcla que contenia 4 ug de DNA de
los plasmidos pCMV5 y pcDNA3/HA-ABP-C en 500 ul de medio OPTIMEM con las
siguientes condiciones: 1) 4 ug pCMV5 (vector vacio) como control negativo, 2) 0.5 ug de
pcDNA3/HA-ABP-C completada con 3.5 ug de pCMV5 utilizado como vector de relleno, 3)
1 ug pcDNA3/HA-ABP-Ccompletada con3 ug pcMV5.

Después, se hizo una mezcla entre la lipofectamina y el DNA, dejandolos por 25 min a
temperatura ambiente, y al finalizar se tomé 1 ml de cada condicion y se adicion6 a las
células, incubandolas por 3-5 hrs a 37°C. Posteriormente, las células se complementaron
con 5 ml de medio MEM suplementado con 2% de FCS (Fetal Calf Suerum) y 8 % de FBS
(Fetal Bovine Suerum) mas los antibi6ticos penicilina y estreptomicina.
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Al siguiente dia, las células de cada condicion se levantaron con Tripsina (0.25%) y se
resembraron en 2 cajas de 60mm x 15 mm para realizar un experimento de expresion
transitoria y en dos placas de 6 pozos para generar una linea estable. Esta fue

seleccionada y mantenida con el antibiotico G418 10 uM durante 3 semanas.

Inmunoprecipitacion (IP)

Las células fueron mantenidas en hielo después de la estimulacién, luego se les retir6 el
medio de ayuno y se lavaron con 5 ml de PBS frio, cuidando de no levantar a las células.
Posteriormente, se lisaron con 0.5 ml de Buffer TNTE 0.5% frio (50 mM Tris—HCI, pH 7.4,
150 mM NaCl, y 5 mM EDTA con 0.5% Triton X-100) complementado con un coctel de
inhibidores de proteasas y de fosfatasas (Apéndice). Una vez adicionado el buffer de lisis
a las células, las muestras de cada tratamiento se transfirieron a tubos de 1.5 ml y se
mantuvieron en rotacion a 4°C por 15 min; después, se centrifugaron por 10 min a 13.2 K
rom y se descartarto el pellet. Se cuantifico la proteina del sobrenadante por el método de
Bradford (800 ul H,O desionizada + 2ul muestra + 200 ul de Bradford de Bio Rad),
leyéndose en un espectofotometro a 595nm.

Una vez cuantificadas las proteinas de las muestras, se utilizd entre 1.5 y 2 mg de
extractos totales de proteina para llevar a cabo las inmunoprecipitaciones de las proteinas
Ski, SnoN y Smad2/3 con anticuerpos especificos de Santa Cruz Biotechnology. Se
utilizaron 1.5 ul de anticuerpo por cada condicion (ver Apéndice para mas detalles). Las
muestras se mantuvieron en rotacion a 4°C toda la noche cuando se trataba de una
primera IP y para una segunda IP se dejaban solamente 2 hrs en rotacion a 4°C. Después
se les agregaron 50 ul de proteina G sefarosa, la cual se encontraba en una dilucion 1:5
con TNTE al 0.1% (Gibco) durante 2 hrs para posteriormente centrifugarlas y guardar el
sobrenadante a -70°C. Se lavaron los pellets 3 veces (proteina G mas proteinas
inmunoprecipitadas) con 1 ml de TNTE 0.1% frio, centrifugando entre cada lavada por 10
seg a 13K rpm. Al final, se les retir6 el exceso de liquido a las muestras y se les
adicionaron 25 ul de solucion de Laemmli 2x. Las muestras se calentaron por 3 min a
100°C y se guardaron a -20°C hasta suseparacion por electroforesis.

Para el Western Blot directo, se apartaron 50 ug de extracto de proteina total para la
deteccion de p38, p-p38, p-ERK y ERK1/2. Las muestras fueron calentadas a 100°C por 3
min en solucién de Laemmli 1x, centrifugadas por 10 seg a 13K rpm y guardadas a -20°C.

Western Blot

Las proteinas inmunoprecipitadas fueron separadas por electroforesis en un gel
desnaturalizante de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 7.5%, en tanto que las proteinas de
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extractos totales se separaron en un gel al 10%.Al final de la corrida, las muestras fueron
transferidas a una membrana de PVDF en una camara de BioRad, a 100 V por 1 horay 10
min, y la membrana fue bloqueada con leche descremada “Svelty” al 5% en TBST durante
1 hr. Al cabo de eso, las membranas se lavaron con TBST 1X y se incubaron con el
anticuerpo primario correspondiente toda la noche en agitacion a 4°C. Después se
incubaron con un anticuerpo secundario, anti-conejo de Zymed (1:10 000), por una hora
en agitacion a temperatura ambiente. Para su deteccion se empleé el Kit de
quimioluminiscencia de Pierce-Thermo Scientific (diluido 1:5 en dH,0) o bien el reactivo de
Milipore (diluido 1:15 en dH0).

RESULTADOS

La filamina es importante para mediar la degradaciéon de Ski y SnoN por anisomicina

La via de sefalizacion candnica del TGFp es capaz de regular a dos de sus correpresores
Ski y SnoN via las proteinas R-Smad 2 y 3. De manera alterna a esta via, el antibidtico
anisomicina también es capaz de enviar a degradacion a estos correpresores
independientemente de las R-Smads activadas (Vazquez Macias et al. 2005; Hernandez-
Damian et al. Datos no publicados).

En este trabajo se pretende determinar si la proteina FLNa esta implicada o no en el
mecansimo de degradacion por anisomicina de Ski y SnoN utilizando un modelo de lineas
celulares de melanoma: las células M2 carentes de FLNa y sus derivadas A7 que tienen
reconstituida a FLNa. Por lo tanto, para probar esto, primero se caracterizaron los niveles
proteicos de Ski y SnoN en las células M2 y A7, sometiendo a tratamiento ambos tipos
celulares con anisomicina (10uM) por 45 min y TGFB como control a (0.3 nM) por 45 min y
2 horas (Figura 10 Ay B).

Los resultados obtenidos muestran que los niveles proteicos de Ski y SnoN mediante
ensayos de IP/WB en células M2 sorprendentemente no varian en respuesta a
anisomicina ni a TGFp, lo cual concuerda con la ausencia de fosforilacion de Smad2. Sin
embargo, cuando se tratan a las células A7, se observa la degradacion de las proteinas
Ski y SnoN en respuesta a anisomicina (Figura 10 A y B). Se concluyé que la filamina es
importante en el mecanismo de degradacion de Ski y SnoN por anisomicina; ademas
recupera el efecto de TGFf sobre sus correpresores al detectar la fosforilacion de Smad2
y la formacion de los complejos Smad2/3/Smad4.
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Figura 10.Las proteinas Ski y SnoN no son degradadas por efecto del TGFf o la anisomicina en células M2. Se
muestran las proteinas Ski (A) y SnoN (B) en células M2 y A7 al ser tratadas con TGFf (0.3 nM) y anisomicina (10uM).
Como control de la activacién de TGFf se muestran los blots de p-S2 (Smad2 fosforilada) y S4 (Smad4); p-p38 (p38
fosforilada) y p-ERK (ERK fosforilada) son los controles positivos del efecto de anisomicina y como controles de carga se
muestran a p38 y ERK 1/2.

Los antibiéticos anisomicina, puromicina y cicloheximida llevan a cabo la
degradacion de Ski en células A7 de melanoma

Una vez determinado que las células A7 son sensibles al efecto de anisomicina, se decidio
probar si en estas células que tienen reconstituida la filamina, los niveles de la proteina
SnoN cuyo gen es blanco de TGFf exhibe una dinamica en sus niveles proteicos como en
otros tipos celulares reportados por Tecalco-Cruz et al. 2012 y asi mismo, probar otros
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antibioticos con efecto similar al de la anisomicina que generan estrés ribotoxico como
controles adicionales.

En esta prueba se llevo a cabo un curso temporal con TGFpy estimulos con los
antibiéticos puromicina y cicloheximida en adicion a la anisomicina por 45 min se
determind que en efecto.

Los resultados obtenidos muestran que los niveles de SnoN se comportan como en otros
tipos celulares: disminuyen a tiempos cortos de 15 minutos y aumentan a las 2 hrs (Figura
12). Ademas se observo que las células A7 ademas de ser sensibles a anisomicina,
también son sensibles a los antibidticos cicloheximida y puromicina al detectar un
decremento en los niveles de Ski y SnoN (Figura 12).
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Figura 12. Ski y SnoN son degradados en las células A7 por efecto del TGFf y los antibiéticos anisomicina,
cicloheximida y puromicina. Células A7 fueron tratadas a diferentes tiempos con TGFp (0.3 nM) y con los antibiéticos
anisomicina (10uM), cicloheximida (100ug/ml) y puromicina (10uM) por 45 min. EI TGFB modula de manera bifasica los
niveles de SnoN y no asi los de Ski que tiene una recuperacion muy lenta de sus niveles proteicos. Se muestra p-S2
(Smad 2 fosforilada) como control de la activacién de TGFp, p-p38 (p38 fosforilada) como control del efecto ribotdxico de
los antibiéticos utilizados y como control de carga se muestra p38 total.

La actividad de cinasa del receptor ALK 5 es importante para mediar el efecto de la
anisomicina en células A7.

Como se ha mencionado previamente, la sefalizacion intracelular de la citocina TGFf es
mediada por sus efectores: las proteinas Smads. Estas al ser fosforiladas por ALKS5,
actuan como adaptadoras para ligasas de ubiquitina; poliubiquitinan y envian a
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degradacion via proteosoma a los correpresores Ski y SnoN. Para discernir si el
mecanismo empleado por TGFBy anisomicina para degradar a los correpresores en
células A7 también es dependiente de la actividad de cinasa de ALKS5, como lo han
mostrado estudios previos en otros tipos celulares (Hernandez-Damian J. et al. datos no
publicados), se realiz6 un pretratamiento de 30 min con el inhibidor de la actividad de
cinasa del receptor ALK5, el SB431542 a una concentracion de 10uM (Figura 13).

El resultado obtenido concuerda con otros estudios en el laboratorio que indican que el
receptor tipo | de TGFBALKS es un elemento necesario tanto por TGFBcomo por
anisomicina para inducir la degradacion via el proteosoma de los correpresores.

C SB43
C Ans Puro C Ans Puro
Tiempo (min) 0 45 45 0 45 45 kDa

IP SnoN— == - e W e 0
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Figura 13.La actividad de cinasa de ALK 5 es importante para mediar la degradacion de SnoN en células
A7.Células A7 fueron pre-tratadas por 30 min con el inhibidor de ALK 5 SB431542 (10uM) para después estimularse con
anisomicina y puromicina (10uM) durante 45 min. Los niveles de SnoN se muestran en el WB en una condicién con o sin
SB431542; adicionalmente,se muestran blots de p-p38 como control positivo del efecto ribotdxico de los compuestos y
como control de carga se muestra p38 total

El Fragmento Carboxilo terminal de Filamina A no es capaz de restituir la activacién de las R-
Smads

Para determinar si la FLNa esta involucrada en el mecanismo de degradacion de Ski y
SnoN llevado a cabo por TGFB o anisomicina y al mismo tiempo, conociendo que el
dominio carboxilo terminal de esta proteina esta implicado en la interaccién con las R-
Smads y facilita su activacion, se transfectaron células M2 con el vector pcDNA3/HA-ABP-
C, el cual contiene una secuencia que codifica para una porcién trunca del carboxilo
terminal de filamina correspondiente a las repeticiones 20-24.

Debido a que en experimentos transitorios no se logro recuperar la activacién de la senal
por TGFp utilizado como control positivo, al no detectar la fosforilacibn de Smad2, ni la
degradacion de los correpresores Ski y SnoN por esta citocina y la anisomicina, se decidio
generar una linea estable selecionada con G418 (10 uM) para tratar de recuperar el efecto
de activacion del TGFp en estas células.
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En la Figura 14 se muestran 2 concentraciones utilizadas del vector para evaluar la
expresion de la construccion. A partir de una concentraciéon de 0.5 ug de DNA del vector,
se transfectaron las células y se generd una linea estable. Una vez obtenida la linea
estable, se analizaron nuevamente los niveles de SnoN y no se encontraron cambios en
los niveles de la proteina SnoN al ser tratadas las células con anisomicina (10 uM) o
TGFp (0.3nM) por 45 min y tampoco se observd activacion de las R-Smads cuando las
células se trataron con TGFp (Figura 15).

El resultado hace considerar que para detectar a nivel enddgeno la activacion de TGFp, tal
vez sea necesario utilizar una construccion de FLNa mas larga que abarque algunos
dominios, como los de unién a actina y que pudieran estar comprometiendo la funcion y
localizacion de esta proteina.

pCMV5 ABP-C 0.5 ABP-C 1
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p-p38 — e . - —40

Figura 14 Expresion del vector pcDNA3/HA-ABP-C. Se muestra la deteccion de HA el epitope del fragmento de
filamina en este WB total para corroborar la cantidad de DNA necesaria para realizar la transfeccion del vector pcDNA3
HA ABP-C (0.5 ug de DNA es suficiente y necesario). Se determind también que su estabilidad es independiente a los
estimulos con TGFf(0.3nM) o anisomicina (10uM).
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Figura 15 El fragmento C-terminal de filamina no reconstituye la sefial de TGFf ni su efecto de degradacién
sobre SnoN.En el panel A se muestra un esquema de la proporciéon del fragmento ABP-C respecto a la filamina
completa; en B) se muestra el WB con los niveles comparativos de SnoN en células de melanoma M2 silvestres (wt: wild
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type o silvestre) contra aquellas células estables con el vector pcDNA3/HA- ABP-C. pS2 (Smad 2 fosforilada), p-p38 (p38
fosforilada).

DISCUSION

El melanoma es un cancer derivado de los melanocitos que en sus etapas iniciales
correspondientes a la fase de desarrollo radial, manifiesta una respuesta favorable frente
al tratamiento con cirugia y quimioterapia; sin embargo, conforme progresa la enfermedad,
esta se vuelve mas resistente a la quimioterapia y sus células se vuelven resistentes a los
efectos inhibitorios del TGFp, sin que existan alteraciones en sus componentes de
sefalizacion hasta ahora reportados (Busse et al. 2011).

El TGFp tiene relevancia como blanco terapéutico en melanoma debido que como se ha
comentado, es una citocina involucrada en el mantenimiento de la homeostasis celular al
inhibir la proliferacion celular, a través de un mecanismo que involucra la induccién
transcripcional de inhibidores de cinasas dependientes de ciclinas como p15 y p21, asi
como la represién del gen c-Myc (Massagué, 2008; Meulmeester et al. 2010).

La via del TGFp es regulada negativamente a diferentes niveles por las proteinas Ski y
SnoN, quienes a su vez, son regulados negativamente por los efectores de esta citocina,
las R-Smads que actuan como adaptadores para las ligasas de ubiquitina E3 como
Smurf2, Arkadia y APC, quienes poliubiquitinan a estas moléculas y las envian a
degradacion via el proteosoma (Stroschein et al. 2001; Nagano et al. 2007).

La regulacion de los niveles proteicos de Ski y SnoN son relevantes en diferentes
contextos fisioldgicos como la formacion del sistema nervioso y la miogénesis, durante el
desarrollo (Atanasoski et al. 2004; Berk et al. 1997) o la regeneracion hepatica, en donde
los niveles de ambas proteinas estdn muy elevados y posiblemente antagonicen los
efectos antiproliferativos del TGFB (Macias Silva et al. 2002; Cai et al. 2006). Ademas, se
encuentran elevados en el cancer, en donde estasdos proteinas exhiben una doble
funcién debido a que pueden actuar como supresores de tumores u oncoproteinas
(Shinagawa et al. 2000; Zhu et al. 2007).

Actualmente los efectos que tienen Ski y SnoN en cuanto a la progresion y relevancia en
melanoma, se encuentran divididos en dos posturas, apoyadas por un lado por la Dra.
Estela Medrano, quien considera que Ski tiene un papel central en la desregulacion de los
efectos antiproiferativos del TGFp (Reed et al. 1994; Reed et al. 2001); y por otro por lado,
la postura de los doctores Alan Mauviel y Kunxin Luo quienes cuestionana el papel de
estas proteinas como unos de los causantes principales en la progresion del cancer
(Jevelaud et al. 2011).

Nuestros datos con las células M2 indican que los efectos antiproliferativos del TGFp al
menos en esta linea estan bloqueados, no necesariamente por Ski o SnoN, si no por la
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ausencia de la proteina FLNa; sin embargo, esto no excluye la posibilidad de que Ski o
SnoN promuevan la proliferaciéon celular en estas células cancerosas, al impedir la
expresion de genes implicados en ese proceso, al estabilizar e inactivar los complejos
Smad 2/4 (Suzuki et al. 2004); de tal manera, que para evaluar si Ski o SnoN pueden
favorecer la proliferacion celular en estas células, se podrian realizar ensayos in vitro con
incorporaciones de bromodeoxiuridina el cual es un compuesto analogo a la timidina y es
incorporado al DNA durante la replicacion en la fase S.

En el presente trabajo utilizando un modelo de lineas celulares de melanoma (M2 y sus
derivadas A7), intentamos evaluar el papel de la proteina de andamiaje filamina A en la
regulacion de los correpresores Ski y SnoN por anisomicina y los datos obtenidos indican
que en ausencia de filamina no es posible regular los niveles de Ski y SnoN por
anisomicina ni por TGFf y aunque tratamos de recuperar la funcion de la filamina en las
células M2 para probar que esta proteina es necesaria para mediar la degradacién de Ski
y SnoN, utilizando construcciones truncas de esta proteina, no logramos recuperar su
funcion, la cual, nosotros evaluamos al intentar detectar la activacion de las R-Smads por
la fosforilacion de Smad2 en el carboxilo terminal que es indispensable para la
sefializacion por TGFp (Macias-Silvaet al. 1996). Esto estaba previamente reportado por
Sasaki et al. 2001 que se podia recuperar al transfectar células M2 con el vector pcDNA3-
HA-ABPC; sin embrago, es preciso reconocer que las condiciones mediante las cuales
nosotros hemos intentado determinar la activacion de las R-Smads a nivel enddégeno no es
la misma utilizada por Sasaki et al. 2001, quién empleo marcaje radioactivo, para detectar
la fosforilacion de Smad2 y la fosforilacion que el detecté no estaba dirigida hacia algun
dominio en particular de Smad2 y por lo tanto ellos pudieron recuperar una fosforilacion en
Smad 2 que no esta implicada necesarimente en la degradacion de Skiy SnoN

Indagando sobre el funcionamiento de la filamina, es posible que dada la naturaleza del
vector pcDNA3/HA-ABP-C y otra construccion probada en el laboratorio de la cual no
muestro datos llamada pEFBOS/FilaminAN, es que estas construccionessolo comprenden
las repeticiones 20-24 y 14-24 respectivamente de la filamina A, las cuales abarcan la
porcién carboxilo terminal que tedricamente interacciona con las R-Smads y solo una
pequeina porcidon de los dominios secundarios de union a actina, por lo que es posible que
la ausencia del dominio amino terminal comprometa la funcion y localizacion de la proteina
(Nakamura et al. 2011).Por lo tanto, tal vez sea necesario utilizar construcciones mas
largas de FLNa para poder detectar la activacion de las R-Smads a nivel enddgeno y asi
mismo, determinar si estas células con FLNa, son sensibles como las células A7 a los
efectos de los antibidticos. De confirmar esto, se podria evaluar si FLNa es capaz de
interaccionar con el receptor ALK5 y también estudiar su localizacion subcelular con
estimulos de puromicina y anisomicina, para ver si existe una interaccion entre Ski o SnoN
con filamina y evaluar con ello, si filamina podria participar como un adaptador para alguna
ligasa de ubiquitina, de las ya reportadas para mediar la degradacion de Ski y SnoN.
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Con respecto a otro posible mecanismo usado por laFLNa para mediar la degradacion de
Ski y SnoN, se ha reportado que FLNa es capaz de estabilizar al receptor FcyRI en la
superficie de membrana (Beekman et al. 2008), y esta misma funcién podria estar
asociada con el receptor ALKS, de tal forma que en células de melanoma M2 carentes de
FLNa el receptor ALK5 podria estar deslocalizado de la membrana plasmatica y esto sea
la causa por la cual no se lleva a cabo la fosforilacion de las R-Smads.

En cuanto al mecanismo llevado a cabo por la anisomicina para mediar la degradacion de
los correpresores podria ser que como se ha mostrado en el laboratorio, este
comprometida la funcionalidad del receptor ALK5, y que la FLNa sea requerida para
estabilizarlo en la membrana plasmatica. Sin embargo, aun no hemos detectado la ligasa
de ubiquitina que podria mediar la degradacion de los correpresores. Una posible
propuesta apoyada por algunas observaciones de este trabajo, es que Arkadia sea la
ligasa implicada; esto debido a que hemos identificado la formacién de complejos Ski-
Smad4 que decrecen en respuesta a los antibioticos en células A7 y Arkadia es capaz de
establecer complejos con Ski/Smad4/ ALK 5 (Ferrand et al. 2010).

Lo que no se ha demostrado es si la formacion de complejos entre Arkadia y Ski/Smad4,
por efecto del TGFp, son establecidos a pesar de que se inhiba la actividad de cinasa de
ALKS5. Para demostrar esto, podriamos identificar la presencia de Arkadia en células A7 y
M2 analizando mediante co-inmunoprecipitaciones si se forman los complejos Arkadia-Ski-
Smad4 con ALK5 y de corroborar esto, posteriormente tratar con inhibidores de ALKS
como el SB431542 para después observar si hay o no formaciones de estos complejos en
respuesta a TGFp o anisomicina y determinando si en esta formacién estd comprometida
la actividad de cinasa de ALKS.

Sin embargo, a pesar de que Arkadia es capaz de formar heterocomplejos con ALK5 y las
Smads, también puede interactuar de forma libre con Ski o SnoN (Ferrand et al. 2010); por
lo cual, no se tiene claro cual es el papel de ALK5 en el proceso llevado a cabo por la
anisomicina para enviar a degradacion a Ski y SnoN y cédmo es que esta molécula es un
componente compartido por este anisomicina'y TGFp.

En la Figura 16 se resume en un modelo el posible papel de la filamina en el mecanismo
empleado por la anisomicina para inducir la degradacién de Ski y SnoN.
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Figura 16. Modelo empleado por la anisomicina en la desregulacion de Ski y SnoN. Anisomicina y otros antibidticos
como la cicloheximida y puromicina, son compuestos con efectos ribotdxicos inductores de vias de estrés como p38,
JNK, ERK 1/2 que de manera independeiente a la activacion de estas vias, requieren de la actividad catalitica de ALK 5y
filamina Aen un mecanismo aun no comprendido pero que puede ser por que (1) filamina estabiliza al receptor en la
membrana (2) favorece la fosforilacion de las smads o interactua directamente con Ski y SnoN,para mediar su
degradacion como lo muestran las células A7 y no asi su linea parental M2 que carece de FLNa.

CONCLUSIONES

En el presente trabajo, se ha mostrado que la FLNa es un componente mas, implicado en
la sefalizacion de degradacion de los correpresores Ski y SnoN por anisomicina vy
TGFp. Debido a que en ausencia de filamina no es posible regular los niveles de Ski y
SnoN por anisomicina y cuando se reconstituye la expresion del gen de esta proteina
como en las células de melanoma A7, entonces se pueden regular negativamente los
niveles de Ski y SnoN por anisomicina y otros antibidticos como la puromicina y la
cicloheximida.

Asi mismo, se observo que para llevar a cabo la degradacion de Ski'y SnoN, adicional a la
filamina también es requerida la actividad de cinasa del receptor ALK5.
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Aun el mecanismo empleado por la anisomicina es desconocido, y en el caso de las
células carentes de filamina como las células M2, podria relacionarse con la estabilidad de
ALKS5 en la membrana plasmatica por FLNa, debido a que las células M2 que carecen de
la expresiéon de FLNa no responden al efecto de TGFp, ni del antibiotico anisomicina.

El continuar investigando el mecanismo mediante el cual, antibiéticos como la anisomicina,
puromicina y cicloheximida median la degradacion de Ski y SnoN y asi mismo, sintetizar
analogos que puedan degradar a estas proteinas sin que exhiban efectos ribotoxicos,
seria importante para el desarrollo de herramientas moleculares utiles, en los estudios de
la transduccion de sefiales, que permitan modular los niveles de estas proteinas, en
contextos celulares normales y patoldogicos para una mejor comprension del
funcionamiento de estas proteinas.
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Anexo

1. Caracteristicas de los inhibidores de la sintesis de proteinas utilizados

Compuesto

Anisomicina

Puromicina

Cicloheximida

Tipo de compuesto

Pirrdlico heterociclico

Aminonucledsido

Piperidona heterociclica

Modo de accion

Inhibidor competitivo de la
peptidul transferasa por su
unioén a la subunidad 60S
ribosomal

Inhibidor competitivo de la
aminoacil t-RNA, bloqueando
su union al sitio A ribosomal

Inhibe la elongacion de la
cadena polipeptidica por su
unién al sitio E de la subunidad
60S

Sustrato

Ribosoma eucarionte

Ribosoma eucarionte y

Ribosoma eucarionte

procarionte
Origen Streptomyces griseolus Streptomyces alboniger Streptomyces griseus
ch\N/CHa O
H N
N ~
N L\)\/'[ 7 X
Imagen ~N N7
JL ) HO o
MeO l RO OH
HaN  OH
Concentracion
Stock 10 mM 10 ng/ul 20 mg/mil
Concentracion
utilizada 10 uM 10 pwg/ml 100 ug/mil
Disolvente DMSO H,O H,O
Inhibiciéon de . + .
Sinteis de proteinas

ERK + + +
p38/SAPK2 + + +
JNK/SAPK + + +
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2. Lista de Anticuerpos utilizados

Anticuerpos primarios

Uso Cantidad/Dilucién
Anticuerpo Tipo Concentraciéon utilizada Almacenaje Compaiiia
IP| WB IP WB
. Santa Cruz
_ * * . (o]
SnoN-H317 Rabbit Polyclonal IgG 200 ug/ml 1.5ul 1:1000 4°C Biotechnology
. . Santa Cruz
* * . (o]
Ski H329 Rabbit Polyclonal IgG 200 ug/ml 1.5ul 1:1000 4°C Biotechnology
Santa Cruz
- * 0
Smad2/3 N-19 | Goat polyclonal IgG 200 ug/ml 1.5 ul 4°C Biotechnology
p-Smad?2 Rabbit Polyclonal IgG - * 1:1000 -20°C Milipore
p-p38 . ) . . 500 . .
Thr180/Tyr182 Rabbit Polyclonal 1IgG 1:1000 20°C Cell Signaling
p-38 total Rabbit Polyclonal 1IgG - * 1:1000 -20°C Cell Signaling
oERK Rabbit polyclonal IgG - * 1:1000 4°C Cell Signaling
p44/42 MAPK . % . ) i i
(Erk1/2) Rabbit polyclonal IgG - 1:1000 -20°C Cell Signaling
Anticuerpos secundarios
Anticuerpo Dilucién | Almacenaje | Compaiia | Catalogo Lote
HRP-Goat anti rabbit IgG 1:20000 4°C Invitrogen 62-6120 | 406412A




3. Soluciones empleadas

Medio de cultivo (1L)

a) Preparacion del medio

1 sobre  Minimum Essential Medium (Gibco)
1.5¢ NaHCO;3;

1L dH20 (* d es desionizada)
pH 7.4

Una vez preparado el medio se esteriliza por filtracion y es complementado con
suero o antibiéticos

b) Complemento de medio

8% FBS (Fetal Bovine Suerum)

2% CFS (Calf Fetal Suerum)

*Para medio de Ayuno el medio no se complementa con FBS ni CFS y sélo se le
adicionan los antibiéticos de penicilina estreptomicina.

c) Antibiéticos

1ml de Antibioticos Penicilina/Estreptomicina (Gibco) por cada 100 ml de Medio

5,000 unidades Penicilina
5,000ug/ml Estreptomicina

Soluciones para lisis celular

a) PBS 10X (1L)
134 mM  NaCl
27mM  KCI

4.3uM Na,HPO,
1.4uM KH,PO,
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b) TN 10x (100 ml)

50 ml
30 ml
20 ml

Tris 1M
NaCl 5M
H.O

c)Buffer de lisis TNTE 0.5%

10 ml
0.2 ml
5ml

85 ml

TN 10x

EDTA 0.5M (pH 8)
Tritén 10%

dH,0

* Este Buffer debe ser complementado con los inhibidores de proteasas y
fosfatasas

d) Tabla de Inhibidores de proteasas y fosfatasas

Inhibidores de Fosfatasas (4°C)

Inhibidor Solucion en que se Concentracion ”Ilml_ .
encuentran preparados Buffer Lisis
NaF H.O 40x 25
NaPPi H,O y Hel 8mM 100x 10
NaVO4 H.O 100x 10
Inhibidores de proteasas (4°C)

PMSF Isopropanol 200x 5
Inhibidor de TE,pH 7.4 500x 2
Tripsina

Pepstatina DMSO 500x 2
Leupeptina TE 500x 2
Antipaina TE 500x 2
Benzamida TE 500x 2
p-Glicerofosfato TE 500x 2

lll. Soluciones para inmunoprecipitaciéon de proteinas

a) Buffer TNTE 0.1 % (100 ml)

10 ml
0.2 ml

TN 10x
EDTA0.5M
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1 mi Triton 10%
88.8 ml  dHO
b) Preparacion de proteina G
Tomar del Stock 2 ml de proteina G-Sefarosa y lavarla con TNTE 0.1 % tres
veces para retirar el exceso de etanol, centrifugando a 13 krpm en cada

lavado y descartando el sobrenadante, al final resuspender la proteina G 1:5
con TNTE 0.1% y guardar a 4°C

Preparacion de geles de poliacrilamida

a) Acrilamida/Bis-metil Acrilamida (30%/0.8 %)
87649 Acrilamida
249 Bis-metil-Acrilamida
Aforar hasta 300 ml  dH2O

b) 1.5 M Tris-Hcl, pH 8.8
18.15g Tris base
100 ml dH20O

c) 0.5M Tris-Hcl pH 6.8

649 Tris base
100 ml dH>O

Soluciones para electroforésis de proteinas

a) Buffer de corrida 10x, pH 8.3 (1L)

30.2¢g Tris base
144 g Glicina
100 ml SDS

Hasta aforar a 1L dH,O
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VI. Soluciones para transferencia de proteina
a)Buffer de transferencia 10X
30.3¢ Tris base
144.15 g Glicina
Aforar a 1L con dH20
c)Buffer de transferencia 1X (1L)
100 ml Buffer de transferencia 10X

200 ml Metanol Absoluto
700 ml dH>O

d)TBS 10X, pH 8.1-8.5

30.3 ¢ Tris
base

1445¢g Glicina

Aforar a dH-0

1L

e) TBS 1X

100 ml  TBS 10X

1 ml Tween 20

900 ml  dH.O
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